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Resumo 
 
 
A tolerância ao lipopolissacarídeo (LPS) ocorre quando animais e células 
expostas ao LPS tornam-se hiporesponsivas a uma subseqüente dose de LPS. 
Acredita-se que esse mecanismo esteja envolvido na diminuição da resposta 
celular observada em pacientes com sepse grave e choque séptico. O objetivo 
do estudo foi avaliar a indução da tolerância em monócitos de voluntários 
sadios, em sangue total, após a exposição in vitro ao LPS, medido pela 
detecção de citocina intracelular e espécies reativas de oxigênio (EROs). 
Material e métodos: As células do sangue periférico foram condicionadas com 
pequenas dses de LPS por 18h e desafiadas com diferentes agonistas dos 
Toll-like receptors (lipopeptídeo ativador de macrófagos (MALP-2), flagelina e 
LPS) e bactérias gram-negativa (Pseudomonas aeruginosa) e gram-positiva 
(Staphylococcus aureus) mortas por calor ou condicionadas com pequenas 
doses de MALP-2 por 18h e desafiadas com MALP-2 ou LPS. Para detecção 
da interleucina-6 (IL-6) intracelular, amostras de sangue total foram 
estimuladas por 6h. Os monócitos foram identificados pelos parâmetros de 
dispersão frontal e dispersão lateral e positividade para CD14. As amostras 
foram marcadas para a verificação da produção de IL-6 intracelular nos 
monócitos por citometria de fluxo. Para indução de EROs, o sangue total foi 
estimulado por 30 minutos com LPS, P. aeruginosa, S. aureus.  A produção de 
espécies reativas de oxigênio foi medida por citometria de fluxo pela detecção 
do 2’,7’ diclorofluoresceína-diacetato. Resultados: O condicionamento com 
doses crescentes de LPS resultou em menor detecção de IL-6 intracelular nos 
monócitos após desafio com LPS. Efeito similar foi observado com MALP-2, P. 
aerugionosa, S. aureus, mas não com a flagelina. O condicionamento com 
MALP-2 e desafio com MALP-2 ou LPS não resultou em menor detecção de IL-
6 intracelular nos monócitos. O condicionamento com 15ng/mL de LPS, por 
outro lado, resultou numa produção de EROs preservada ou aumentada nos 
monócitos após o desafio com LPS, P. aeruginosa, S. aureus. Conclusão: O 
fenômeno da tolerância envolve uma regulação complexa, na qual a produção 
de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6, está diminuída, enquanto a 
produção de EROS está preservada ou até aumentada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introdução 
 
 
                                                                                                                          Introdução 
 
 2 
1. INTRODUÇÃO 
1.1. O lipopolissacarídeo (LPS) e seu complexo receptor 
As bactérias Gram-negativas possuem em sua membrana externa o 
LPS, que desempenha importante função na viabilidade bacteriana e na 
interação com o hospedeiro (Rietschel et al., 1982) (figura 1), sendo 
considerado um dos mais potentes iniciadores de inflamação (Takeuchi et al., 
1999). O sistema imune inato é capaz de detectar concentrações mínimas de 
LPS e assim desencadear a resposta celular (Gioannini et al., 2004).  
 
Figura 1. Representação esquemática da parede celular de bactéria Gram-
negativa (adaptado de Madigan et al., 1997). 
A molécula do LPS pode ser dividida em três sub-regiões: 
polissacarídeo O, região central ("core") e o lipídeo A. O polissacarídeo é 
constituído pela cadeia O específica, formada por um polímero de moléculas 
de oligossacarídeos, cujas unidades repetidas exibem grande variabilidade 
estrutural. O “core” consiste de um oligossacarídeo ramificado que carrega 
subunidades de fosfato e fosforiletanolamina. Existe variação na estrutura do 
oligossacarídeo do core entre as bactérias, entretanto esta variação é menor 
quando comparada à cadeia O específica (Rietschel et al., 1994; Rietschel et 
al.,1982). Essas variações podem não só afetar a resposta como também a via 
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de sinalização (Jiang et al., 2005; Zughaier et al., 2005).  Há diferentes formas 
de LPS, sendo a morfologia da colônia (smooth – lisa ou rough – rugosa) 
indicativa do status da O-glicosilação da mesma. Variantes microbianas com 
longas cadeias no polissacarídeo O formam colônias lisas, enquanto as com 
curtas cadeias formam colônias rugosas, de onde surge a designação de LPS 
de tipo S (de colônias lisas) e de tipo R (de colônias rugosas). A forma R, 
sintetizada pelas mutantes rugosas de bactérias gram-negativas, não possuem 
a cadeia O específica. Além disso, o core pode apresentar diferentes números 
de polissacarídeos, dependendo da classe (Ra a Re) a qual o mutante 
pertence (Galanos et al., 1979a; Alexander & Rietschel, 2001; Caroff & 
Karibian, 2003; Lüderitz et al.,1982). O lipídeo A consiste de um dissacarídeo 
hexosamina fosforilado ligado a uma longa cadeia de ácidos graxos e 
representa a estrutura mais conservada do LPS e retém a toxicidade da 
molécula (Galanos et al., 1979b). Por intermédio do lipídeo A, o LPS interage-
se com vários tipos celulares. Na ativação dos macrófagos pelo LPS, por 
exemplo, resulta na transcrição de mais de 1000 genes diferentes (Bjorkbacka 
et al., 2004; Calvano et al., 2005) e na liberação de mediadores, cuja atividade 
bioativa pode atuar em sinergismo ou ter efeito antagônico a endotoxina 
(Rietschel et al., 1994).  
O LPS liga-se a proteína ligante de lipopolissacarídeo (LBP) presente no 
soro, formando o complexo LPS-LBP (Schumann et al., 1990). Este complexo 
liga-se ao receptor CD14, expresso principalmente em monócitos e 
macrófagos, o que leva a produção de citocinas inflamatórias (Wright et al., 
1990). Ziegler-Heitbrock et al. postularam que uma molécula transmembrana 
interagia com o LPS e CD14 desencadeando a sinalização, uma vez que o 
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CD14 não possui porção intracelular (Ziegler-Heitbrock & Ulevitch, 1993). 
Poltorak et al. mostraram o mecanismo de ativação através da identificação do 
receptor tipo Toll (Toll-like receptor 4 - TLR4) em camundongos. Camundongos 
com deleção (C57BL/10ScCr) ou mutação pontual (C3H/HeJ) no gene tlr4 não 
eram responsivos ao LPS (Poltorak et al., 1998; Qureshi et al., 1999). O TLR4 
necessita da proteína de diferenciação mielóide-2 (MD-2) que se encontra 
acoplada a parte extracelular do TLR4, conferindo uma maior sensibilidade ao 
LPS, provavelmente através da estabilização dos dímeros do TLR4 (Shimazu 
et al., 1999).  
Recentemente, foi caracterizado que as formas R e S de LPS 
apresentam diferenças na via de sinalização celular. Demonstrou-se, a partir de 
camundongos geneticamente modificados que a forma R de LPS poderia 
induzir sinalização celular de forma independente de CD14, mas dependente 
de MyD88. A forma R de LPS, assim como o sLPS, também pode se acoplar 
ao complexo CD14/MD-2/TLR4 induzindo sinalização por via dependente e 
independente de MyD88. Em contraste, a forma S de LPS dependeria do CD14 
para efetivamente induzir sinalização celular (Jiang et al., 2005; Godowski, 
2005).  
Na cascata de ativação desencadeada após a ligação do LPS ao 
complexo TLR4/MD-2, existem quatro proteínas adaptadoras envolvidas na via 
sinalização do TLR4: o fator de diferenciação mielóide 88 (MyD88); adaptadora 
tipo MyD88 (Mal) também chamada de proteína adaptadora contendo o 
domínio homólogo ao receptor Toll/IL-1 (TIR) (TIRAP); molécula adaptadora 
contendo o domínio TIR-1 (TICAM-1) também chamada de adaptadora 
indutora de interferon-β (TRIF) e molécula adaptadora relacionada a TRIF 
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(TRAM) (Takeda & Akira, 2005). Entre elas destaca-se a via dependente de 
MyD88 presente nas vias de ativação de todos os TLRs. Entretanto, o TLR4 é 
o único Toll-like receptor que pode utilizar as duas vias de sinalização, a 
dependente e independente de MyD88 (Zughaier et al., 2005) (figura 2).  
 
Figura 2. Vias simplificadas de sinalização do LPS (Lu Y-C et al., 2008). 
 
A sinalização dependente de MyD88 inicia-se através da interação do 
domínio TIR (comum aos receptores Toll e de interleucina-1) do TLR e dois 
tipos de proteínas adaptadoras: MyD88 e TIRAP. O domínio de morte da 
MyD88 medeia interação proteína-proteína com outros domínios de morte, 
mecanismo utilizado por vários complexos sinalizadores para induzir resposta 
(Takeda & Akira, 2005) levando a translocação do NF-κB para o núcleo ou 
ativação da proteína quinase ativadora de mitose (MAPK) (fase precoce - early 
phase) resultando na liberação de citocinas inflamatórias (Liew et al., 2005; Lu 
Y-C et al.,2008) (Figura 3).  
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Figura 3. Via de sinalização dependente de MyD88 (Lu Y-C et al.,2008). 
 
A via independente de MyD88, também chamada de dependente de 
TRIF, inicia-se através da interação do domínio TIR do TLR com proteínas 
adaptadoras TRIF e TRAM. Essa interação pode seguir três caminhos a partir 
da porção terminal de TRIF: a ativação da MAPK, a ativação tardia do NF-κB 
(late phase) e ativação do fator regulador de interferon (IRF-3). Esta via resulta 
na síntese de citocinas inflamatórias e interferons (IFN-β e IFN-α) (Hopkins & 
Sriskandan, 2005; Liew et al., 2005; Lu Y-C et al., 2008) (Figura 4).  
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Figura 4. Via de sinalização independente de MyD88 (Lu Y-C et al., 2008). 
 
1.2. O lipopeptídeo estimulador de macrófagos (MALP-2) e seu complexo 
receptor 
O lipopeptídeo estimulador de macrófagos de 2kDa foi recentemente 
isolado de um clone de Mycoplasma fermentans e mostrou-se capaz de induzir 
citocinas pró-inflamatórias e liberação de óxido nítrico em macrófagos 
peritoneais de camundongos (Mühlradt et al., 1997). O MALP-2 é um 
lipopeptídeo diacetilado derivado de uma lipoproteína maior, a MALP-404 de 
41kDa (Sher et al., 1990). Sua estrutura foi determinada como S-[2,3-
bisaciloxipropil]cisteina-GNNDESNISFKEK com um mol de C16:0  e demais 
moles da mistura de ácidos graxos C18:0 e C18:1 por molécula de lipopeptídeo 
(Mühlradt et al., 1997) (Figura 5). Um isômero ativo do MALP-2 foi sintetizado 
e é disponível comercialmente (Figura 6). 
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Figura 5. Estrutura do MALP-2 S-[2,3-bisaciloxipropil]cisteina-
GNNDESNISFKEK (http://www.fz-borstel.de/images/research/icb/ci/ci2.jpg). 
 
Figura 6. Estrutura do isômero ativo do MALP-2 sintético S-[2,3-
bispalmitoyloxy-(2R)-propyl]-cysteinyl-GNNDESNISFKEK (http://www.malp-
research.de/) 
 
Sua sinalização é realizada pela cooperação do TLR2/TLR6 (Takeuchi 
et al., 2000). Tacheuchi e colaboradores (2001) mostraram que macrófagos de 
camundongos TLR6-/- não respondiam ao estímulo de MALP-2, embora 
respondessem para lipopeptídeos triacetilados derivados de outras bactérias. 
Em contraste, células de camundongos TLR2-/- não reconheciam nenhum tipo 
de lipopeptídeo, sugerindo que o TLR6 coopera com o TLR2 no 
reconhecimento do MALP-2, fazendo assim a discriminação entre os diferentes 
ligantes (Figura 7). 
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Figura 7. Esquema do reconhecimento dos lipopeptídeos (Kawai & Akira, 
2006). 
Após a ligação do MALP-2 ao complexo TLR2/6 ocorre a ativação 
celular pela via dependente de MyD88, já descrita no item 1.1.  
Kaufmann et al. demonstraram que a indução da liberação de citocinas 
e quimiocinas por monócitos humanos estimulados com MALP-2 ocorre de 
forma semelhante à estimulação com LPS (Kaufmann et al., 1999). Células do 
sistema imune também sofrem ação importante do MALP-2 quanto à atração e 
migração para o sítio de inflamação durante a infecção em humanos (Rollins et 
al., 1986) ou em animais (Howard et al., 1975; Kennedy & Ball, 1987; Lindsey 
& Cassell, 1973) por micoplasmas.  
 
1.3. A Flagelina e seu complexo receptor 
 O flagelo é uma estrutura em forma de chicote que permite a motilidade 
bacteriana através da sua rotação. Estas estruturas são polímeros compostos 
de uma proteína única, a flagelina. Estão ancorados na parede celular 
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bacteriana pelo corpo basal e pela estrutura em forma de gancho (Aldridge & 
Hughes, 2002) (Figura 8).  
 
Figura 8. Estrutura do flagelo de bactéria Gram-negativa. 
(http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Flagellum_base_diagram-pt.svg) 
 
A flagelina é um padrão molecular associado à patógenos que está 
presente em bactérias patogênicas e não-patogênicas, sendo uma das poucas 
proteínas detectadas pelo sistema imune inato (Miao et al., 2007).  Estudos 
indicam que a flagelina ativa o NF-κB induzindo a liberação de mediadores pró 
inflamatórios in vitro (Ciacci-Woolwine F et al, 1998; Gerwitz A et al., 2001; 
McDermott et al., 2000;  Steiner et al., 2000) e in vivo (Eaves-Pyles T et al., 
2001), mostrando seu papel como mediador da inflamação sistêmica, stress 
oxidativo e dano orgânico induzido pela bactéria gram-negativa (Liaudet et al., 
2002). 
A flagelina extracelular e a flagelina citoplasmática são reconhecidas 
através do TLR5 e Ipaf (fator ativador da protease ICE e membro da família de 
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receptores do tipo NOD – do inglês “nucleotide-binding oligomerization 
domain”), respectivamente. A flagelina presente no meio extracelular liga-se ao 
TLR5 (Hayashi et al., 2001) desencadeando a ativação celular através da via 
dependente de MyD88, induzindo assim, a produção de citocinas pró-
inflamatórias (Miao, 2007), tais como IL-8 em células epiteliais (Gewirtz, 2006), 
TNF-α em células dendríticas (Means et al., 2003) e monócitos humanos 
(McDermott et al., 2000).  Quando presentes no citoplasma bacteriano, 
monômeros de flagelina são capazes de ativar células de mamíferos 
diretamente no citoplasma através do sistema de transporte de proteínas 
bacterianas, como a T3SS (sistema de secreção tipo III) da Salmonella 
typhimurim e T4SS da Legionella pneumophila. Este transporte é responsável 
pela transferência dos fatores de virulência, mas inadvertidamente parece 
levar pequenas quantidades de flagelina ao citoplasma da célula do 
hospedeiro, sendo diretamente detectado pelo Ipaf, que ativa a caspase-
1(Miao et al., 2007) desencadeando a liberação de citocinas inflamatórias e/ou 
a morte da célula hospedeira (Mariathasan & Monack, 2007). Segundo Miao e 
colaboradores (2007), bactérias menos virulentas que expressam flagelina 
induzem resposta inflamatória através do TLR5, enquanto as bactérias que 
transferem a flagelina para o citoplasma induzem maior produção de IL-1β e 
ativação da resposta imune adaptativa através da IL-18 (Figura 9). 
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Figura 9. Vias de sinalização da Flagelina (adaptado de Miao, 2007). 
 
 
1.4. Tolerância ao LPS 
A ativação dos macrófagos pelo LPS resulta na liberação de 
mediadores como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), interleucina-1 (IL-1), 
IL-6, IL-8 e IL-10 (Rietschel et al., 1994).   
A pré-exposição ao LPS inibe a resposta biológica a uma re-exposição a 
altas doses de LPS, reduzindo as modificações fisiopatológicas que são 
observadas após a primeira dose. Este fenômeno é chamado de tolerância à 
endotoxina, embora outras expressões como desativação, reprogramação, 
adaptação, refratoriedade ou anergia sejam utilizadas na literatura (Cavaillon, 
1995). 
Há dois tipos de tolerância, precoce e tardia, que tem características 
diferentes (Galanos et al., 1992). A tolerância de fase precoce parece ser 
mediada por um mecanismo não relacionado a anticorpo, mostrando um 
quadro transiente refratário envolvendo queda da produção de pirógenos 
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endógenos (West & Heagy, 2002). A tolerância de fase tardia é mediada por 
anticorpos contra os antígenos da cadeia O e core que podem ser transferidos 
através do soro de animais tolerantes. O mecanismo pelo qual a tolerância 
precoce se desenvolve ainda não é totalmente compreendido. 
Em 1946 demonstrou-se que injeções repetidas do pirógeno de bactéria 
tifóide em coelhos levavam a uma progressiva diminuição da resposta febril, 
um fenômeno chamado de dessensibilização. Em 1963, coelhos tolerantes à 
endotoxina apresentavam maior atividade fagocítica quando comparados com 
coelhos normais. No mesmo ano, em outro estudo foram observadas febre e 
mortalidade reduzidas em coelhos que receberam tratamento e desafio com 
LPS (revisto em Cavaillon, 1995). Em 1988, Freudenberg & Galanos 
mostraram que a transferência de macrófagos de camundongos resistentes ao 
LPS para camundongos sensíveis foi capaz de induzir tolerância a endotoxina 
in vivo. 
A tolerância à endotoxina pode não só ocorrer naturalmente em 
humanos como também pela indução experimental em voluntários. De 1949-
1950, pacientes convalescentes de febre tifóide ou paratifóide e pacientes com 
malária tiveram resposta reduzida à injeção de LPS comparados aos 
voluntários sadios.  Na década de 60, foram obtidos resultados similares em 
voluntários que receberam injeção de Salmonella typhosa ou mordida de 
mosquitos infectada com Plasmodium cynomolgi antes da injeção de LPS. 
Igualmente, paciente com pielonefrite e infecções do trato urinário 
apresentavam resposta febril reduzida quando desafiados com LPS. A indução 
de tolerância pelo lipídeo A levou a uma redução dos níveis circulantes de TNF, 
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IL-6 e IL-8 em resposta ao desafio com LPS em humanos (revisto em Cavaillon 
& Adib-Conquy, 2006). 
A tolerância à endotoxina foi analisada em células do sangue periférico 
de humanos sadios expostos ao LPS in vivo, demonstrada através da reduzida 
produção de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 após novo estímulo in vitro (Granowitz 
et al., 1993; van der Poll et al., 1996). Tominaga e colaboradores (1999) 
encontraram menor expressão de mRNA para TNF-α e IL-6 em macrófagos 
tolerantes de camundongos em resposta ao re-estímulo com LPS. Entretanto, 
outros estudos in vivo e in vitro sobre tolerância à endotoxina não mostram 
meramente uma regulação negativa global da ativação dos macrófagos, mas 
uma resposta de regulação complexa. A reestimulação de monócitos e 
macrófagos previamente expostos ao LPS mostrou menor expressão gênica de 
TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-12 e Jun B, embora outros genes, incluindo IL-10, IL-1R 
e TNFRII, estivessem normalmente expressos ou elevados (Dobrovolskaia & 
Vogel, 2002).  Fitting et al. (2004) observaram queda da produção de TNF-α 
em resposta ao LPS in vitro em cultura de leucócitos circulantes, esplenócitos, 
células peritoniais e células da medula óssea de camundongos que receberam 
injeção de LPS in vivo.  Em contraste, a produção de TNF-α por macrófagos 
alveolares não sofreu redução importante. Fitting et al. (2004) demonstraram 
que a tolerância ao LPS é compartimentalizada, onde as células bronco-
alveolares foram menos sensíveis a desenvolver tolerância do que 
esplenócitos, células peritoneais e células da medula óssea. Esta informação é 
concordante com trabalhos anteriores. A exposição repetida ao LPS leva a 
inflamação crônica nos pulmões de camundongos ao invés de induzir a 
tolerância (Corbel et al., 2001; Vernooy et al., 2004). Além disso, a 
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administração sistêmica de LPS em voluntários sadios resultou em maior 
produção de TNF e outros mediadores inflamatórios em macrófagos alveolares 
em resposta ao LPS (Smith et al., 1994).  
Estudos com leucócitos circulantes de pacientes sépticos apresentaram 
diminuição da produção de citocina inflamatória após estímulo in vitro similar 
àquela encontrada em células tolerantes ao LPS.  Ertel e colaboradores (1995) 
utilizando sangue total de pacientes sépticos encontraram menor produção de 
TNF-α, IL-1β e IL-6 após estimulação com LPS. Posteriormente, foi 
demonstrado que o mesmo ocorreu em relação a IL-4, IL-10, IL-12, IFN-γ e 
TGF- β (Ertel et al.,1997). Contudo, estudo realizado por nosso grupo, em um 
modelo semelhante, encontrou produção de IL-10 preservada em pacientes 
com sepse (Rigato & Salomão, 2003). Brunialti e colaboradores (2006) 
demonstraram uma regulação positiva na produção de citocinas inflamatórias 
no início da sepse, seguida de uma queda proeminente nos estádios mais 
graves da doença, sepse grave e choque séptico, mostrando a complexidade 
de entendimento deste quadro.  
Uma das hipóteses para explicar o fenômeno da tolerância seria a 
alteração das proteínas solúveis ou da superfície celular que fazem o 
reconhecimento do LPS. Foram descritas alterações das concentrações 
plasmáticas das proteínas reguladoras da ação do LPS, como LBP e a proteína 
bactericida por aumento de permeabilidade (BPI) (von der Mohlen et al., 1996, 
Opal et al., 1999), diminuição da expressão de CD14 na superfície de 
monócitos e aumento da concentração plasmática de CD14 solúvel (Hiki et al., 
1998; Brunialti et al., 2006), entre outras. Nomura et al. (2000) estudaram a 
expressão do TLR4 em macrófagos de camundongos tolerantes ao LPS e 
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encontraram correlação entre a redução da expressão do TLR4 e a queda da 
produção de IL-6, indicando uma modulação em nível de membrana celular. 
Tais alterações poderiam resultar em menor capacidade de ligação do LPS ao 
monócito e conseqüente menor ativação celular. Contrário a isso, Medvedev et 
al. (2001) demonstraram que células que expressam muito TLR4/MD-2 são 
rapidamente tolerizadas pelo LPS. Nesta direção, em estudo realizado pelo 
nosso grupo não foi encontrada diferença na ligação do LPS à membrana 
celular de monócitos de pacientes sépticos em relação aos sadios. Contudo, 
houve um importante comprometimento da produção de TNF-α, avaliado 
através da detecção intracelular em monócitos por citometria de fluxo (Salomao 
et al., 2002), sugerindo que a regulação ocorra na cascata de sinalização 
celular. 
Concordante com esta hipótese, a resposta diminuída ao LPS pode ser 
explicada pela presença intracelular de várias proteínas supressoras da 
resposta inflamatória, regulando negativamente a cascata de sinalização, como 
por exemplo, MyD88s (uma forma menor de MyD88), a família da quinase 
associada ao receptor de IL-1 (IRAK-M, IRAK2c, IRAK2d), proteína promotora 
de interação com Toll (TOLLIP), supressor da sinalização de citocina 1 
(SOCS1) e a enzima de-ubiquitinizante (A20) (Hopkins & Sriskandan, 2005; 
Liew et al., 2005) e  a quinase regulada por sinal extracelular (IĸB-α)  (Larue, 
1994). A tolerância também pode levar à supressão da fosforilação da IĸB-α e 
IĸB-β e consequentemente a diminuição da ativação dos fatores de transcrição 
NF-κB e a proteína ativadora -1 (AP-1) pelo LPS (Medvedev, 2000). Heagy e 
colaboradores (2000) mostraram diminuição da ativação de MAPK em 
monócitos humanos pré-expostos a pequenas doses de LPS.  
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Contrariamente à idéia de bloqueio da sinalização e transcrição gênica, 
tem sido proposto que o fenótipo da tolerância é causado pelo aumento da 
produção de fatores anti-inflamatórios, como o próprio p50 do NF-κB, receptor 
solúvel do TNF (sTNFR), IL-10 e fator transformador de crescimento-beta 
(TGF-β) (Ziegler-Heitbrock, 1995; Beutler 2004). 
A composição dos dímeros de NF-κB é outro fator que tem grande 
importância na modulação da expressão de genes que regulam a resposta 
inflamátoria, sendo o heterodímero (p50/p65) sua principal forma ativa. O 
homodímero (p50/p50), embora possua capacidade de ligar-se ao DNA, perdeu 
seu domínio responsável pela ativação da transcrição, funcionando como 
repressor (Li & Verma, 2002). Ziegler-Heitbrock et al. (1994) demonstraram que 
monócitos humanos tolerantes estimulados com LPS têm um aumento dos 
homodímeros p50 de NF-κB, enquanto que monócitos primários mostraram 
predominância de heterodímeros p50/p65. 
 A indução do fenótipo de tolerância a endotoxina pode ser 
desencadeada por outros membros da família de ligantes dos TLR/IL-1R, além 
do LPS ao TLR4. A capacidade de um estímulo, que não tem estrutura 
homóloga ao LPS, iniciar o fenótipo de tolerância é chamado de tolerância 
cruzada (Dobrovolskaia et al., 2003). Medvedev et al. (2000) demonstraram 
que o pré-tratamento com IL-1β resultou em inibição da ativação do NF-ĸB e 
AP-1 em resposta ao LPS. O condicionamento dos macrófagos com outros 
produtos bacterianos, como o ácido lipoteicóico (LTA), resultou na inibição da 
secreção de TNF-α induzido pelo LPS (Lehner et al., 2001). Sato e 
colaboradores (2000) demonstraram que macrófagos murinos expostos ao 
LPS tiveram uma inibição da ligação do NF-κB ao DNA, da atividade da c-jun 
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N-terminal kinase (JNK) e da secreção de TNF-α quando pré-tratados com 
MALP-2, cuja sinalização é realizada através do TLR2. Dobrovolskaia e 
colaboradores (2003), ao contrário, demonstraram que o condicionamento com 
LPS altamente purificado não foi capaz de tolerizar os macrófagos quando 
desafiados com Pam3Cys (agonista TLR2).  
Patógenos invasores são fagocitados e mortos através de um potente 
arsenal de enzimas, proteínas catiônicas, espécies reativas de oxigênio, 
espécies reativas de nitrogênio e então liberadas nos fagossomos (revisto 
Martins et al., 2008). Existem evidências que o óxido nítrico (NO), produzido via 
oxidação da L-arginina pela atividade da óxido nítrico sintase indutível (iNOS), 
também está reduzido durante a tolerância ao LPS e isso pode ser devido à 
redução dos níveis de mRNA iNOS. Contudo, existem relatos que a produção 
de NO pode estar aumenta na tolerância a endotoxina e isto parece estar 
relacionado à concentração de LPS durante a indução da tolerância e a 
natureza da molécula de LPS (revisto em Goldring et al., 1998). 
Desta forma, a tolerância é regulada por um processo complexo, 
podendo representar um mecanismo protetor à célula e em última instância ao 
organismo, restringindo o dano inflamatório e diminuindo a excessiva ativação 
inicial de monócitos e macrófagos pelo LPS.  
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
 Estudar o fenômeno da tolerância homóloga e cruzada, em monócitos 
do sangue periférico humano, induzida pela pré-exposição in vitro a 
pequenas concentrações de LPS, através da modulação da produção de 
IL-6 intracelular após desafio com LPS (TLR4), MALP-2 (TLR2/6), 
flagelina (TLR5) e bactérias gram-negativa e gram-positiva mortas por 
calor. 
 
 Estudar o fenômeno da tolerância em monócitos do sangue periférico 
humano pré-exposto in vitro a pequenas concentrações de MALP-2, 
através da modulação da detecção da produção de IL-6 intracelular após 
desafio com os diferentes ligantes dos TLRs (LPS e MALP-2). 
 
 Estudar o fenômeno da tolerância em monócitos do sangue periférico 
humano pré-exposto in vitro a pequenas concentrações de LPS, através 
da modulação da produção de espécies reativas de oxigênio após 
desafio com o ligante do TLR4 (LPS) e bactérias gram-negativa e gram-
positiva mortas por calor.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1. Estímulos utilizados 
3.1.1. LPS 
 O LPS de Salmonella abortus equi foi obtido pelo método fenol-água e 
purificado utilizando fenol-clorofórmio-éter de petróleo, como descrito 
anteriormente (Galanos et al., 1977) e foi gentilmente cedido pelo Dr. Galanos, 
Instituto Max-Planck de Imunologia (Freiburg, Alemanha). 
 
3.1.2. MALP-2  
 Composto sintético correspondente ao isômero isolado originalmente de 
Mycoplasma fermentans, adquirido de Alexis Biochemicals, Braunschweig, 
Alemanha. 
 
3.1.3. Flagelina  
 Isolado de Salmonella typhimurium, cepa 14028, com 98% de pureza. 
Adquirido de Alexis Biochemicals. 
 
3.1.4. Pseudomonas aeruginosa 
 Cepa ATCC 27853, hidratada conforme instrução do fabricante. 
Concentração final de 2,4x108 células/mL. Adquirido de Chrisope Technologies, 
Hampshire, Inglaterra. 
 
3.1.5. Staphylococcus aureus 
Cepa ATCC 25923, hidratada conforme instrução do fabricante.  
Concentração final de 2,4x108 células/mL. Adquirido de DIFCO, Detroit, 
MI, EUA. 
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3.2. Reagentes 
- PBS 0,15M pH 7,2 [8g NaCl (Labsynth, Diadema, SP, Brasil); 0,2g 
KH2PO4 (CAQ, Diadema, SP, Brasil); 1,15g Na2HPO4 (CAQ); 0,2g KCl 
(Labsynth) diluído em 1 litro de água destilada, ajustar pH 7,2]. 
 
- Tampão de Marcação [PBS 1% Soro Fetal Bovino (Invitrogen 
Corporation, Calrsbad, CA, EUA); 0,1% Azida Sódica (Sigma, Saint 
Louis, MO, EUA), ajustar pH 7,4-7,6]. 
 
- Tampão de Permeabilização [PBS 1% Soro Fetal Bovino; 0,1% Azida 
Sódica; 0,1% Saponina (Sigma), ajustar pH 7,4-7,6]. 
 
- Tampão de Fixação [PBS 4% paraformaldeído (Polysciences Inc., 
Warrington, PA, EUA), pH 7,4-7,6]. 
 
- Monensina 1mM (Sigma). 
 
- Meio de cultura RPMI (Sigma) suplementado com L-Glutamina 
(Invitrogen Corporation) e penicilina/estreptomicina (Invitrogen 
Corporation). 
 
- Solução de lise (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA).  
 
- Solução de EDTA a 3mM.  
 
- Solução de NaCl 0,2%. 
 
- Solução de NaCl 1,6%. 
 
- DCFH 0,03mM (2’7’-diclorofluoresceína diacetato) - (Sigma). 
 
- Anticorpo anti-CD66b conjugado a FITC, clone G1OF5 (BD Bioscience).  
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- Anticorpo anti-CD14 conjugado a PerCP, clone MΦP9 (BD Bioscience). 
 
- Anticorpo anti-IL-6 conjugado a PE, clone AS14 (BD Bioscience). 
             
 
3.3. Casuística 
Voluntários sadios, de diferentes faixas etárias, que não estavam em uso 
de medicação e que participaram espontaneamente do estudo. 
Foi solicitada ao voluntário a assinatura de um termo de consentimento 
(anexo 1) previamente aprovado pelo comitê de ética e pesquisa da UNIFESP 
CEP nº0121/06 (anexo 2).  
 
3.4. Coleta de sangue  
Foram coletados 10mL de sangue de voluntários sadios em tubos 
contendo heparina sódica (Becton Dickinson-BD, Plymouth, Inglaterra). As 
amostras de sangue colhidas foram imediatamente processadas no Laboratório 
de Virologia e Imunologia I da Disciplina de Infectologia.  
 
3.5. Indução de tolerância 
 
3.5.1. Indução de tolerância ao LPS e tolerância cruzada  
 O sangue heparinizado foi diluído em meio de cultura (1:2). Foram 
distribuídos 2mL de sangue por tubo de polipropileno e realizado o 
condicionamento com LPS nas concentrações de 1ng/mL; 7,5ng/mL; 15ng/mL 
e 30ng/mL ou sem estímulo (controle). 
Após 18 horas de incubação em estufa contendo 5%CO2 a 37°C, as 
amostras foram homogeneizadas e divididas em quatro alíquotas de 500µL de 
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sangue previamente diluído para a realização de novo estímulo, também 
chamado de desafio, da seguinte maneira: 100ng/mL de LPS, 0,4U/mL de 
MALP-2 ou 100ng/mL de Flagelina, conforme figura 10. 
 
 
Figura 10. Modelo de tolerância in vitro. O sangue heparinizado foi diluído em 
meio de cultura (1:2). Foram distribuídos 2mL de sangue por tubo de 
polipropileno e realizado o condicionamento com pequenas doses de LPS 
(1ng/mL; 7,5ng/mL; 15ng/mL e 30ng/mL) ou meio (controle). Após 18 horas de 
incubação, as amostras foram homogeneizadas e divididas em quatro 
alíquotas. Foi adicionado o desafio com os diferentes agonistas dos TLRs: LPS 
(100ng/mL), MALP-2 (0,4U/mL) ou Flagelina (100ng/mL). 
 
3.5.2. Indução de tolerância ao MALP-2  
O sangue heparinizado foi diluído em meio de cultura (1:2). Foram 
distribuídos 2mL de sangue por tubo de polipropileno e realizado o 
condicionamento com MALP-2 nas concentrações de 0,004U/mL; 0,04U/mL ou 
30ng/mL LPS (controle positivo de tolerância) ou sem estímulo (controle). 
Após 18 horas de incubação em estufa contendo 5%CO2 a 37°C, as 
amostras foram homogeneizadas e divididas em três alíquotas de 500µL de 
sangue previamente diluído para a realização do desafio com 100ng/mL de 
LPS ou 0,4U/mL de MALP-2.  
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Condicionamento Desafio
Ensaio de detecção 
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3.5.3. Indução de tolerância entre o LPS e diferentes bactérias   
O sangue heparinizado foi diluído em meio de cultura (1:2). Foram 
distribuídos 4mL de sangue por tubo de polipropileno e realizado o 
condicionamento com LPS nas concentrações de 15ng/mL e 30ng/mL ou sem 
estímulo (controle). 
Após 18 horas de incubação em estufa contendo 5%CO2 a 37°C, as 
amostras foram homogeneizadas e divididas em três alíquotas de 1000µL de 
sangue previamente diluído para a realização do desafio com 1µL de 
Pseudomonas aeruginosa ou 10µL Staphylococcus aureus.  
 
3.6. Ensaios de Detecção de Tolerância 
 
3.6.1. Detecção de citocina intracelular em monócitos  
Após o desafio com os ligantes dos TLRs ou bactérias como citado no 
item 3.5. as amostras foram homogeneizadas e incubadas por 30 minutos a 
37oC com 5% de CO2. Em seguida, foram adicionados a cada tubo 2µL de 
monensina 1mM e os mesmos incubados por mais 5 horas. Foram feitas 
alíquotas de 200µL de sangue em tubos de polipropileno, acrescentado 2mL de 
PBS e então centrifugados a 2500g por 5 minutos a 4oC. Desprezado o 
sobrenadante, as hemácias foram lisadas com 2mL de solução de lise, durante 
10 minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram novamente centrifugados 
e as células lavadas em 2mL de PBS. As amostras foram marcadas com os 
anticorpos monoclonais de superfície, 5µL de CD66b-FITC e 6µL de CD14-
PerCP e incubadas por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Após a 
incubação, as células foram lavadas em 2mL de PBS, suspendidas em 1mL de 
tampão de fixação e incubadas por 20 minutos a 4oC no escuro. Os tubos 
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foram novamente centrifugados e o sobrenadante descartado. As células foram 
suspendidas em 50µL de tampão de permeabilização, receberam o anticorpo 
anti-IL6-PE e incubadas por 30 minutos a 4oC no escuro. Após este período, as 
células foram lavadas em 2mL de tampão de permeabilização e suspendidas 
em 300µL tampão de marcação para análise no citômetro de fluxo (item 3.7.1). 
 
3.6.2. Detecção da produção intracelular de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) em monócitos 
A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi avaliada 
utilizando-se o fluorocromo 2’7’-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA), 
conforme ilustrado na figura 11. O DCFH-DA tem a propriedade de penetrar 
rapidamente nas células por difusão. Uma vez no espaço intracelular, é 
hidrolisado por esterases intracelulares transformando-se em 2’7’-
diclorofluoresceína (DCFH) que é um composto não fluorescente e 
impermeável à membrana celular. Este, por sua vez, reage com as EROs, em 
particular com o peróxido de hidrogênio, sofrendo oxidação, resultando em 
composto altamente fluorescente, diclorofluoresceína (DCF), cuja luz é captada 
no canal FL-1 do citômetro de fluxo (Bass P et al, 1983). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Reação do DCFH-DA com espécies reativas de oxigênio gerando 
composto fluorescente, DCF, passível de detecção por citometria de fluxo. 
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Após o condicionamento com LPS como citado no item 3.5., duzentos 
microlitros do sangue foram distribuídos em tubos de polipropileno para a 
realização do desafio da seguinte forma: 250ng/mL LPS; 10µL S. aureus; 1µL 
P. aeruginosa ou sem estímulo (controle). Foram acrescentados 200uL de 
DCFH 0,3mM por tubo e os volumes final acertados com PBS para 1mL. Os 
tubos foram incubados em banho-maria a 37ºC sob agitação por 30 minutos. 
Dado o tempo de incubação, foram adicionados 2mL de EDTA 3mM. Os tubos 
foram centrifugados a 900g por 5 minutos a 4˚C e os sobrenadantes 
desprezados. As hemácias foram lisadas com adição de 2mL de NaCl 0,2% por 
20 segundos, seguido de adição de 2mL de NaCl 1,6% por 20 segundos. Após 
centrifugação, os sobrenadantes foram descartados. A etapa de lise foi 
realizada mais uma ou duas vezes até que as hemácias fossem rompidas. Em 
seguida, adicionou-se 2mL de PBS aos tubos que foram centrifugados e os 
sobrenadantes descartados. Os botões celulares foram incubados com 6uL de 
CD14-PerCP e incubados por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. 
Posteriormente, foram acrescentados 2mL de PBS, sendo novamente 
centrifugados. Após descarte dos sobrenadantes, as amostras foram 
suspensas em 250µL de EDTA 3mM para análise em citômetro de fluxo (item 
3.7.2). 
 
3.7.Citômetro de Fluxo 
 A leitura das amostras foi realizada em citômetro de fluxo 
FACSCalibur (BD Bioscience) equipado com dois laseres, um de argônio e 
outro de diodo, com emissão de comprimentos de ondas de 488 nm e 633 nm, 
respectivamente. O laser de argônio possibilita a excitação de três 
fluorocromos, FITC, PE e PerCP. O laser de diodo excita o fluorocromo APC. 
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As dispersões frontal e lateral de luz detectam, sem auxílio de fluorescência, 
tamanho e complexidade celular, respectivamente. Desta forma, foi possível 
detectar até 6 parâmetros para cada evento adquirido sendo que cada evento 
foi considerado como uma célula. A detecção de cada parâmetro e 
compensação entre os canais de fluorescências foi acertada para aperfeiçoar a 
aquisição de eventos. O citômetro é acoplado à unidade constituída por 
microcomputador Macintosh G4 (Apple Computer Inc., Cupertino, CA, EUA), 
que permite controle sobre o citômetro e armazenamento dos dados em 
arquivos.  
Tanto a aquisição dos eventos como a análise dos resultados foi 
realizada com o auxílio do programa CellQuest (BD Bioscience).  
 
3.7.1. Aquisição e análise de dados para detecção de citocina intracelular 
Para a aquisição foi utilizado um gráfico de dispersão frontal versus 
lateral de luz para identificação das populações de leucócitos. Estabeleceu-se 
a região de monócitos (R1) baseada nas características de tamanho e 
granularidade das células. Através da delimitação da região R1 expandida foi 
possível incluir na análise os monócitos de tamanho aumentado devido ao 
tempo de incubação (24h). Em outro gráfico de dispersão lateral de luz versus 
expressão de CD14 estabeleceu-se a janela contendo as células CD14+ (R2). 
Através da combinação das janelas R1 e R2 foram adquiridos 5000 eventos, ou 
seja, células que tinham morfologia de monócitos e expressavam CD14 na 
superfície celular (Figura 12).  
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Figura 12. Estratégia de aquisição de monócitos em sangue total. O gráfico a 
esquerda mostra a dispersão frontal de luz e dispersão lateral de luz, 
correspondendo ao tamanho e complexidade celular, respectivamente. A 
região 1 (R1) separa a população de monócitos ativados. O gráfico da direta 
mostra expressão de CD14 e dispersão lateral de luz. A região 2 (R2) separa 
os eventos CD14+. Durante a aquisição foram armazenados 5.000 eventos 
combinando as regiões R1 e R2. 
 
Na análise dos dados foi utilizado gráfico de dispersão frontal versus 
lateral de luz definindo-se uma região de morfologia de monócitos e neutrófilos 
(R1). Em outro gráfico mostrando expressão de CD14 versus CD66b, 
definindo-se a população de monócitos (R2) (Figura 13A).  Foi feita a 
combinação das regiões R1 e R2 para determinação da população de 
monócitos. Nesta população foi possível verificar a porcentagem de monócitos 
produzindo IL-6 como mostra a Figura 13B.  
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A. 
  
B. 
 
 
Figura 13. Estratégia de análise de leucócitos em sangue total. (A) O gráfico a 
esquerda mostra a dispersão frontal e lateral de luz, correspondendo ao 
tamanho e complexidade celular, respectivamente. A região 1 (R1) separa a 
população característica de monócitos e neutrófilos. O gráfico a direita mostra 
na região 2 (R2) a expressão de CD14 característica de monócitos. (B) Os 
gráficos mostram a dispersão lateral de luz versus detecção intracelular de IL-6 
em monócitos (eventos contidos em R1 e R2). O gráfico a esquerda mostra a 
condição controle, ao meio o desafiado com LPS 100ng/mL (ambos sem 
condicionamento) e o da direita o condicionado com 30ng/mL e desafiado com 
100ng/mL de LPS. Resultados expressos em porcentagem de monócitos 
produtores de IL-6 nas três condições. 
  
 
3.7.2. Aquisição e análise de dados para detecção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) 
Para a aquisição foi utilizado um gráfico de dispersão frontal versus 
lateral de luz para identificação das populações de leucócitos, em escala 
logarítmica e linear, respectivamente. Desta forma foi possível estabelecer a 
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região de monócitos e neutrófilos (R1). Em outro gráfico combinou-se 
dispersão lateral de luz versus expressão de CD14 (R2), possibilitando a 
identificação de monócitos. Através da combinação das regiões R1 e R2 foram 
adquiridos 5000 eventos, ou seja, células que tinham morfologia de monócitos 
e expressavam CD14 na superfície celular (figura 14).  
Na análise dos dados foi utilizado gráfico de dispersão frontal versus 
lateral de luz definindo-se uma região de morfologia de monócitos e neutrófilos 
(R1). Em outro gráfico mostrando expressão de CD14, foram delimitadas as 
regiões R2 nas células CD14+ (monócitos), como mostrado na Figura 14. 
Utilizando-se histogramas a produção de espécies reativas de oxigênio em 
monócitos (R2) e neutrófilos (R3) foi expressa em média de intensidade de 
fluorescência (MGIF) de DCF (Figura 15). 
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Figura 14. Estratégia de aquisição de leucócitos em sangue total para 
detecção de EROs. O gráfico a esquerda mostra a dispersão frontal de luz e 
dispersão lateral de luz, correspondendo ao tamanho e complexidade celular, 
respectivamente. A região 1 (R1) separa a população característica de 
monócitos e neutrófilos. O gráfico da direta mostra expressão de CD14 e 
dispersão lateral de luz. A região 2 (R2) separa os eventos CD14+ e a região 3 
(R3) compreende os eventos CD14-. 
 
______________________________________________________Material e Métodos 
 33
 
 
Controle
Estimulado
 
Figura 15. Estratégia de análise de leucócitos em sangue total para detecção 
de EROs. Análise da produção de espécies reativas de oxigênio em monócitos 
(R1 e R2). O histograma mostra a detecção da produção de EROs na condição 
basal (controle) e após estímulo com S.aureus (estimulado). 
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4. RESULTADOS 
4.1. Detecção de citocina intracelular 
4.1.1. Condicionamento com concentrações crescentes de LPS e desafio 
com os diferentes agonistas dos TLRs 
 Houve menor produção de IL-6 em monócitos após condicionamento 
com o agonista do TLR4 (LPS) (p=0,000). A pré-exposição do sangue periférico 
com as doses de 7,5ng/mL e 30ng/mL de LPS resultou em menor detecção 
intracelular de IL-6 em monócitos após desafio com o LPS em comparação às 
células sem condicionamento com LPS e estimuladas da mesma maneira 
(p<0,05). Além disso, foi detectada menor produção de IL-6 nas doses de 
7,5ng/mL e 30ng/mL em relação a 1ng/mL de condicionamento com LPS 
(p<0,05) (Figura 16 e tabela 1).  
Foi observada redução da produção de IL-6 em monócitos após desafio 
com o agonista do TLR2/6 (MALP-2) (p<0,001). O condicionamento com as 
doses de 15ng/mL e 30ng/mL de LPS resultou em menor detecção intracelular 
de IL-6 em monócitos após desafio com o MALP-2 em relação ao sem 
condicionamento (p<0,05). O aumento das concentrações de LPS utilizadas na 
pré-exposição resultou em maior inibição da produção de IL-6 induzida pela 
dose de estímulo. Assim, foi observada menor produção de IL-6 nas doses de 
15ng/mL e 30ng/mL em relação ao condicionado com 1ng/mL de LPS (p<0,05). 
Além disso, observamos uma diminuição da detecção da citocina na dose de 
30ng/mL em relação ao condicionado com 7,5ng/mL de LPS (p<0,05) (Figura 
17 e tabela 2).  
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Quando se utilizou o agonista do TLR5 (Flagelina) como desafio não foi 
observada diminuição na produção de IL-6 nos monócitos condicionados com 
as diferentes concentrações de LPS (p=0,946) (Figura 18 e tabela 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Condicionamento com LPS e desafio com o agonista do TLR4 
(LPS). As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de LPS (1; 
7,5; 15 e 30ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de incubação foi 
realizado novo estímulo com 100ng/mL LPS. Depois de 30 minutos de 
incubação os tubos receberam monensina e foram incubados por mais 5 horas. 
Em seguida, foi realizada a marcação das células para análise em citômetro de 
fluxo. Estão representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 
25% e 75% (caixas), a mediana dos grupos e valores extremos (círculo). 
p<0,01 na comparação entre as doses de condicionamento (ANOVA). *p<0,05 
em comparação ao sem condicionamento. #p<0,05 em comparação a dose de 
1ng/mL de condicionamento (Bonferroni). Resultado obtido de 7 indivíduos 
diferentes. 
 
Tabela 1. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com concentrações crescentes de LPS e desafio 
com LPS (100ng/ml). Valores em porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 1 7,5 15 30 
média 51,0 51,4 32,0 34,5 15,6 
mediana 58,7 50,1 33,8 35,9 11,0 
mínimo  24,2 31,4 9,9 17,6 3,4 
máximo 62,9 72,8 51,8 48,6 34,5 
desvio padrão 12,6 13,7 13,5 12,9 11,9 
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Figura 17. Condicionamento com LPS e desafio com o agonista do TLR2/6 
(MALP-2). As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de 
LPS (1; 7,5; 15 e 30ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de 
incubação foi realizado novo estímulo com 0,4U/mL MALP-2. Depois de 30 
minutos de incubação os tubos receberam monensina e foram incubados por 
mais 5 horas. Em seguida, foi realizada a marcação das células para análise 
em citômetro de fluxo. Estão representados os valores máximos e mínimos, os 
percentis de 25% e 75% (caixas), a mediana dos grupos e valores extremos 
(círculo). p<0,01 na comparação entre as doses de condicionamento (ANOVA). 
*p<0,05 em comparação ao sem condicionamento. #p<0,05 em comparação a 
dose de 1ng/mL de condicionamento. δp<0,05 em comparação a dose de 
7,5ng/mL de condicionamento (Bonferroni). Resultado obtido de 7 indivíduos 
diferentes. 
 
 
Tabela 2. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com LPS e desafio com MALP-2. Valores em 
porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 1 7,5 15 30 
média 59,4 59,0 43,9 29,2 14,1 
mediana 59,5 59,1 41,2 24,4 10,9 
mínimo  43,6 43,1 32,5 15,3 0,0 
máximo 79,0 77,5 64,0 48,0 34,7 
desvio padrão 11,5 11,6 11,0 13,2 15,3 
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Figura 18. Condicionamento com LPS e desafio com o agonista do TLR5 
(Flagelina). As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de 
LPS (1; 7,5; 15 e 30ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de 
incubação foi realizado novo estímulo com 100ng/mL Flagelina. Depois de 30 
minutos de incubação os tubos receberam monensina e foram incubados por 
mais 5 horas. Em seguida, foi realizada a marcação das células para análise 
em citômetro de fluxo. Estão representados os valores máximos e mínimos, os 
percentis de 25% e 75% (caixas), a mediana dos grupos e valores extremos 
(círculo ou asteriscos). p>0,05 na comparação entre os grupos (ANOVA). 
Resultado obtido de 6 indivíduos diferentes. 
 
 
 
Tabela 3. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com LPS e desafio com Flagelina. Valores em 
porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 1 7,5 15 30 
média 16,2 16,2 19,9 22,5 22,1 
mediana 9,4 11,7 18,3 18,2 12,4 
mínimo  0,1 1,6 4,4 10,9 8,3 
máximo 47,3 50,0 47,3 54,5 45,6 
desvio 
padrão 
17,1 17,1 14,9 16,4 20,5 
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4.1.2. Condicionamento com concentrações crescentes de MALP-2 e 
desafio com o agonistas do TLRs 
Não foi observado redução da produção de IL-6 em monócitos após pré-
exposição e desafio com o agonista do TLR2/6 (MALP-2) (p=0,968). O 
condicionamento com a dose de 30ng/mL de LPS e desafio com MALP-2 foi 
utilizado como controle positivo de indução de tolerância (Figura 19 e tabela 4). 
Não houve diminuição na produção de IL-6 nos monócitos 
condicionados com MALP-2 após desafio com o agonista do TLR4 (LPS) 
(p=0,858). O condicionamento com a dose de 30ng/mL de LPS e desafio com 
LPS foi utilizado como controle positivo da tolerância (Figura 20 e tabela 5). 
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Figura 19. Condicionamento com MALP-2 e desafio com o agonista do TLR2/6 
(MALP-2). As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de 
MALP-2 (0,004 e 0,04U/mL), 30ng/mL de LPS (controle positivo da tolerância) 
ou sem estímulo (controle). Depois de 30 minutos de incubação os tubos 
receberam monensina e foram incubados por mais 5 horas. Em seguida, foi 
realizada a marcação das células para análise em citômetro de fluxo. Estão 
representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 25% e 75% 
(caixas) e a mediana dos grupos. p>0,05 na comparação entre os grupos 
condicionados com MALP-2 (ANOVA). Resultado obtido de 3 indivíduos 
diferentes. 
 
Tabela 4. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com MALP-2 ou LPS e desafio com MALP-2. 
Valores em porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 MALP-2 (U/mL) LPS (ng/mL) 
 Sem 
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0,004 
 
0,04 30 
média 50,6 50,7 51,3 32,0 
mediana 50,5 48,4    51,3 31,0 
mínimo  46,4 47,8 48,5 30,8 
máximo 54,7 56,0 54,2 34,2 
desvio 
padrão 
4,2 4,6 2,8 1,9 
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Figura 20. Condicionamento com MALP-2 e desafio com o agonista do TLR4 
(LPS). As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de MALP-
2 (0,004U e 0,04U/mL), 30ng/mL de LPS (controle positivo da tolerância) ou 
sem estímulo (controle). Após 18 horas de incubação foi realizado novo 
estímulo com 100ng/mL de LPS. Depois de 30 minutos de incubação os tubos 
receberam monensina e foram incubados por mais 5 horas. Em seguida, foi 
realizada a marcação das células para análise em citômetro de fluxo. Estão 
representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 25% e 75% 
(caixas) e a mediana dos grupos. p>0,05 na comparação entre os grupos 
condicionados com MALP-2 (ANOVA). Resultado obtido de 3 indivíduos 
diferentes. 
 
Tabela 5. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com MALP-2 ou LPS e desafio com LPS. Valores 
em porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 MALP-2 (U/mL) LPS (ng/mL) 
 Sem 
condicionamento 
0,004 
 
0,04 30 
média 53,7 51,5 50,9 37,6 
mediana 53,1 49,1     54,4 34,9 
mínimo  48,0 47,2 42,5 33,0 
máximo 59,9 58,1 55,8 45,0 
desvio 
padrão 
6,0 5,8 7,3 6,5 
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4.1.3. Condicionamento com concentrações crescentes de LPS e desafio 
com Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 
Houve menor produção de IL-6 em monócitos após condicionamento 
com o LPS e desafio com Staphylococcus aureus (p=0,001). O 
condicionamento com as doses de 15ng/mL e 30ng/mL de LPS resultou em 
menor detecção intracelular de IL-6 em monócitos após desafio com 
Staphylococcus aureus em comparação ao sem condicionamento (p<0,05) 
(Figura 21 e tabela 6). 
Foi observado redução da produção de IL-6 em monócitos após 
condicionamento com LPS e desafio com Pseudomonas aeruginosa (p<0,001). 
O condicionamento com as doses de 15 ng/mL e 30ng/mL de LPS resultou em 
menor detecção intracelular de IL-6 em monócitos após desafio com P. 
aeruginosa em relação ao sem condicionamento (p<0,05) (Figura 22 e tabela 
7). 
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Figura 21. Condicionamento com LPS e desafio com Staphylococcus aureus. 
As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de LPS (15 e 
30ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de incubação foi realizado 
novo estímulo com S. aureus. Depois de 30 minutos de incubação os tubos 
receberam monensina e foram incubados por mais 5 horas. Em seguida, foi 
realizada a marcação das células para análise em citômetro de fluxo. Estão 
representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 25% e 75% 
(caixas), a mediana dos grupos e valores extremos (círculo). p=0,001 na 
comparação entre as doses de condicionamento (ANOVA). *p<0,05 em 
comparação ao sem condicionamento (Bonferroni). Resultado obtido de 6 
indivíduos diferentes. 
 
 
 
Tabela 6. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com LPS e desafio com S. aureus. Valores em 
porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 15  30  
média 64,1 29,7 24,7 
mediana 66,9 32,0 27,1 
mínimo  23,6 9,0 9,4 
máximo 82,7 42,0 38,6 
desvio padrão 21,4 11,4 10,7 
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Figura 22. Condicionamento com LPS e desafio com Pseudomonas 
aeruginosa. As amostras foram incubadas com doses crescentes de LPS (15 e 
30ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de incubação foi realizado 
novo estímulo com Pseudomonas aeruginosa. Depois de 30 minutos de 
incubação os tubos receberam monensina e foram incubados por mais 5 horas. 
Em seguida, foi realizada a marcação das células para análise em citômetro de 
fluxo. Estão representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 
25% e 75% (caixas) e a mediana dos grupos. p<0,001 na comparação entre as 
doses de condicionamento (ANOVA). *p<0,05 em comparação ao sem 
condicionamento (Bonferroni). Resultado obtido de 6 indivíduos diferentes. 
 
 
 
Tabela 7. Detecção de IL-6 em monócitos do sangue periférico de voluntários 
sadios após condicionamento com LPS e desafio com P. aeruginosa. Valores 
em porcentagem de monócitos produzindo IL-6. 
 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 15  30 
média 72,7 36,0 26,0 
mediana 77,7    37,3 24,6 
mínimo  53,3 17,1 9,4 
máximo 85,7 54,4 46,0 
desvio padrão 14,5 13,9 15,0 
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4.2. Detecção da produção intracelular de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) 
 
4.2.1. Condicionamento com concentrações crescentes de LPS e desafio 
com agonista do TLR4 (LPS), Staphylococcus aureus e Pseudomonas 
aeruginosa 
 Não houve diferença na produção de EROs em monócitos após 
condicionamento com 7,5ng/mL e 15ng/mL e desafio 250ng/mL com o LPS 
(p=0,162) (Figura 23 e tabela 8). 
Observamos aumento na produção de EROs em monócitos após pré-
exposição com LPS e o desafio com Staphylococcus aureus (p=0,05) (Figura 
24 e tabela 9). O condicionamento com a dose de 15ng/mL de LPS resultou em 
tendência de maior detecção de EROs em monócitos após desafio com 
Staphylococcus aureus em comparação ao sem condicionamento (p=0,056). 
Não houve diferença na produção de EROs em monócitos condicionados com 
LPS e o desafiados com Pseudomonas aeruginosa (p=0,217) (Figura 25 e 
tabela 10). 
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Figura 23. Condicionamento com LPS e desafio com o agonista do TLR4 
(LPS). As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de LPS 
(7,5 e 15ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de incubação foi 
realizado novo estímulo com 250ng/mL LPS. Depois de 30 minutos de 
incubação, foi realizada a marcação das células para análise em citômetro de 
fluxo. Estão representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 
25% e 75% (caixas) e a mediana dos grupos. p>0,05 na comparação entre as 
doses de condicionamento (ANOVA). Resultado obtido de 4 indivíduos 
diferentes. 
 
 
 
Tabela 8. Detecção da produção intracelular de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) em monócitos do sangue periférico de voluntários sadios após 
condicionamento com LPS e desafio com LPS. Valores mostrados em média 
geométrica de intensidade de fluorescência (MGIF). 
 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 7,5  15  
média 28,4 27,8 44,1 
mediana 28,5  27,8 40,0 
mínimo  16,5 19,7 28,2 
máximo 39,9 35,8 68,4 
desvio padrão 9,7 6,6 18,0 
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Figura 24. Condicionamento com LPS e desafio com Staphylococcus aureus. 
As amostras foram incubadas com concentrações crescentes de LPS (7,5 e 
15ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas de incubação foi realizado 
novo estímulo com 10µL de S. aureus. Depois de 30 minutos de incubação, foi 
realizada a marcação das células para análise em citômetro de fluxo. Estão 
representados os valores máximos e mínimos, os percentis de 25% e 75% 
(caixas) e a mediana dos grupos. p=0,05 na comparação entre as 
concentrações de condicionamento (ANOVA). *p=0,056 em comparação ao 
sem condicionamento (Bonferroni). Resultado obtido de 4 indivíduos diferentes. 
 
 
 
Tabela 9. Detecção da produção intracelular de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) em monócitos do sangue periférico de voluntários sadios após 
condicionamento com LPS e desafio com S. aureus. Valores mostrados em 
média geométrica de intensidade de fluorescência (MGIF). 
 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 7,5  15  
média 46,4 68,9 102,8 
mediana 44,8 65,4 90,1 
mínimo  39,3 44,6 68,8 
máximo 56,6 100,3 162,2 
desvio padrão 8,2 23,2 41,6 
 
 
 
s/cond 7,5                           15
10µL
LPS (ng/mL)
S. aureus
D
et
e
cç
ão
 
de
 
ER
O
s
em
 
m
on
óc
ito
s 
(M
G
IF
)
*
D
et
e
cç
ão
 
de
 
ER
O
s
em
 
m
on
óc
ito
s 
(M
G
IF
)
D
et
e
cç
ão
 
de
 
ER
O
s
em
 
m
on
óc
ito
s 
(M
G
IF
)
_____________________________________________________Resultados 
 48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Condicionamento com LPS e desafio com Pseudomonas 
aeruginosa. As amostras foram incubadas com concentrações doses 
crescentes de LPS (7,5 e 15ng/mL) ou sem estímulo (controle). Após 18 horas 
de incubação foi realizado novo estímulo com 5µL de P. aeruginosa. Depois de 
30 minutos de incubação, foi realizada a marcação das células para análise em 
citômetro de fluxo. Estão representados os valores máximos e mínimos, os 
percentis de 25% e 75% (caixas) e a mediana dos grupos. p=0,217 na 
comparação entre as concentrações de condicionamento (ANOVA). Resultado 
obtido de 4 indivíduos diferentes. 
 
 
Tabela 10. Detecção da produção intracelular de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) em monócitos do sangue periférico de voluntários sadios após 
condicionamento com LPS e desafio com P. aeruginosa. Valores mostrados em 
média geométrica de intensidade de fluorescência (MGIF). 
 
 LPS (ng/mL) 
 Sem condicionamento 7,5  15  
média 36,1 52,8 70,5 
mediana 27,5   55,9 68,8 
mínimo  18,9 22,5 40,9 
máximo 70,4 76,8 103,6 
desvio padrão 23,4 25,6 27,4 
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5. DISCUSSÃO 
 
 O uso do sangue total para estudar a resposta ao LPS é provavelmente 
o melhor método disponível para avaliar o efeito do LPS em células humanas in 
vitro. O sangue, além de ser facilmente acessível, representa também o meio 
de transporte do LPS nos organismos e é onde ocorre a interação do LPS com 
o componente humoral e celular do sangue levando a ativação da resposta 
inflamatória (Freudenberg & Galanos, 1992). 
 Nesse estudo avaliamos a tolerância induzida pelo LPS ou MALP-2 em 
monócitos presentes no sangue total humano através da citometria de fluxo. 
Desta maneira preservamos o micro ambiente do sangue total e obtivemos 
informações dos efeitos da tolerância em nível celular, mensurada pela 
produção de IL-6 e espécies reativas de oxigênio por monócitos. Estudos 
anteriores de indução de tolerância in vitro utilizaram macrófagos (Tominaga et 
al., 1999), diferentes células de tecidos de camundongos (Fitting et al.,2004),  
células monocíticas do sangue periférico (Granowitz et al., 1993), macrófagos 
alveolares (Smith et al., 1994) ou mesmo sangue total (van der Poll et al., 1996) 
de indivíduos sadios expostos in vivo e in vitro com LPS. Nesse caso, no 
entanto, a tolerância foi medida pela detecção de citocinas secretadas no 
sobrenadante.  
Estudos com monócitos e macrófagos de pacientes com sepse grave e 
choque séptico apresentaram diminuição da produção de citocina inflamatória 
após estímulo in vitro com LPS (Ertel et al.,1995; Ertel et al.,1997; Rigato & 
Salomão, 2003). Esse fenômeno pode corresponder à tolerância induzida pela 
pré-exposição ao LPS.  
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 Nossos resultados mostram que a pré-exposição ao LPS foi capaz de 
induzir o fenômeno da tolerância em monócitos do sangue periférico quando 
desafiados com concentrações elevadas do LPS. Corroborando este dado, 
outros estudos mostraram uma diminuição da produção de citocinas 
inflamatórias por células do sangue periférico humano (Granowitz et al., 1993; 
van der Poll et al., 1996) e menor expressão gênica de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-
12 e Jun B (revisto em Dobrovolskaia & Vogel, 2002), após condicionamento e 
desafio com LPS. 
Demonstrada a tolerância ao LPS, agonista de TLR4, no modelo de 
sangue total in vitro, testamos se esse efeito ocorreria com agonistas TLR2/6 e 
TLR5. A pré-exposição ao LPS e desafio com o agonista do TLR2/6 (MALP-2) 
mostrou redução na produção da IL-6 em monócitos do sangue periférico. 
Concordante, Sato e colaboradores (2000) observaram diminuição da produção 
de TNF-α em macrófagos peritoneais de camundongos pré-expostos ao LPS e 
desafiados com MALP-2. Embora a produção desta citocina estivesse 
aumentada quando ambos (LPS e MALP-2) eram adicionados 
simultaneamente à cultura de macrófagos peritoneais, mostrando um efeito 
sinergético entre esses agonistas. Contrariamente, Dobrovolskaia e 
colaboradores (2003) demonstraram que o condicionamento com LPS de 
Escherichia coli e desafio com LPS de Porphyromonas gingivalis (agonista do 
TLR2) não foram capazes de reduzir a produção de TNF-α em macrófagos 
peritoneais de camundongos, o mesmo ocorrendo em relação aos 
condicionados com LPS de E. coli e desafiados com Pam3Cys (agonista 
TLR2/1). Então, a tolerância cruzada parece depender do tipo celular estudado, 
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do modelo utilizado, da dose e do momento em que se realiza o 
condicionamento. 
Quando se utilizou o agonista do TLR5 (Flagelina) como desafio, não foi 
observado redução da produção de IL-6 após o condicionamento com LPS. 
Liaudet e colaboradores (2002) demonstraram que a liberação de citocinas 
inflamatórias, como IL-6 e TNF-α, estavam aumentadas no plasma de 
camundongos que receberam injeção combinada de LPS e flagelina. Os 
autores observaram um efeito sinérgico destes estímulos quando 
administrados simultaneamente, que poderia estar relacionado ao cross-talk 
entre as vias de sinalização do TLR4 e TLR5.  Nosso estudo mostra que o 
condicionamento com o LPS não reduziu a produção de IL-6 após desafio com 
flagelina, ao contrário do observado com o próprio LPS e o MALP-2. Uma 
possível explicação para esse fenômeno seria a utilização de uma via 
alternativa de sinalização celular pela flagelina que não estivesse inibida pela 
pré-exposição com LPS. Uma possibilidade a ser considerada seria o 
reconhecimento da flagelina diretamente no citoplasma da célula pelo Ipaf, um 
receptor do tipo NOD, que ativaria a caspase-1 desencadeando a liberação de 
citocinas inflamatórias (Miao et al., 2007). Entretanto, Bagchi e colaboradores 
(2007) observaram diminuição na produção de TNF-α quando macrófagos de 
camundongos eram pré-expostos aos agonistas dos TLRs que utilizavam a via 
dependente de MyD88 (lipoproteína associada ao peptidoglicano - PAL, 
Pam3Cys e CpG DNA) e desafiados com flagelina. Em parte, essa 
discrepância pode decorrer da diferença entre as espécies ou do modelo 
empregado. 
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Neste estudo o condicionamento e desafio com o MALP-2 não 
resultaram em redução de IL-6 intracelular. Concordante, Hajishengallis e 
colaboradores (2002) demonstraram que o condicionamento e desafio com 
LPS de Porphyromonas gingivalis não reduziram a produção de TNF-α em 
células THP-1, embora a produção de IL-1β tenha diminuído. Sato e 
colaboradores (2000) demonstraram a diminuição da produção de citocina 
(TNF-α) em macrófagos peritoneais de camundongos pré-expostos ao MALP-2 
e desafiados com o mesmo agonista. Não está claro se a divergência entre 
nossos resultados e os de Sato e colaboradores deve-se à diferença de 
regulação (adaptação) celular entre as espécies animais ou entre os tipos 
celulares. 
Não houve diminuição da detecção intracelular da IL-6 em relação ao 
condicionamento com MALP-2 e desafio com LPS. Esse resultado é 
corroborado pelo fato de que células THP-1 quando condicionadas com LPS de 
Porphyromonas gingivalis, agonista TLR2, e desafiadas com LPS de 
Escherichia coli, agonista TLR4, não reduziram a produção de TNF-α, embora 
a produção de IL-1β estivesse reduzida (Hajishengallis et al., 2002). 
Contrariamente, outros estudos mostraram a indução da tolerância ao LPS em 
macrófagos condicionados com MALP-2 através da diminuição da produção de 
citocinas e menor ativação gênica (Sato et al., 2000; Sato et al., 2002). A 
ausência de tolerância ao LPS, que utiliza as vias dependente e independente 
de MyD88, induzida por pré-exposição com MALP-2 sugere que a ativação do 
LPS pela via independente de MyD88 esteja preservada.  Essa interpretação é 
ainda corroborada pela indução de tolerância ao MALP-2, que utiliza apenas a 
via MyD88 dependente, pelo condicionamento com LPS. 
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Uma vez avaliada a modulação da pré-exposição ao LPS e MALP-2 na 
indução de IL-6 por agonistas TLR4, TLR2/6 e TLR5, interessou-nos avaliar a 
modulação sobre os efeitos induzidos pela exposição a bactérias gram-positiva 
e gram-negativa, onde sabidamente múltiplos mecanismos de ativação celular 
estão presentes. Para tanto utilizamos Staphylococcus aureus (bactéria gram-
positiva) e Pseudomonas aeruginosa (bactéria gram-negativa), agentes 
comuns de infecções em pacientes admitidos em unidades de terapia intensiva 
(Cagatay et al., 2007). 
O condicionamento com doses crescentes de LPS resultou em menor 
detecção de IL-6 em monócitos desafiados com Staphylococcus aureus. Kreutz 
et al. (1997) também mostraram a indução da tolerância cruzada entre o LPS  e 
o Staphylococcus aureus morto por calor em monócitos humanos através da 
diminuição da produção de TNF-α. Em contraste, Peck et al. (2004) 
encontraram aumento da produção de TNF-α, IL-6, IL-8, IL-1β e produção 
inalterada de GM-CSF em células THP-1 condicionadas com LPS e desafiadas 
com S. aureus morto por calor. Mathison e colaboradores (1990) observaram 
que macrófagos de coelhos tolerantes ao LPS exibiam uma produção de 
citocina inalterada após a estimulação com o S. aureus morto por calor. Essa 
discrepância pode decorrer da diferença entre as espécies, do modelo 
empregado ou da dose de condicionamento utilizada. 
O desafio com Pseudomonas aeruginosa resultou em menor detecção 
de IL-6 intracelular após condicionamento com LPS em monócitos do sangue 
periférico. Corroborando com este dado, Rigato & Salomão (2003) encontraram 
menor produção de TNF-α induzida pela P. aeruginosa morta por calor em 
pacientes sépticos em relação aos voluntários sadios. Desta forma as células 
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dos pacientes provavelmente sofreram modulação durante o processo de 
infecção, desenvolvendo um comportamento semelhante à tolerância in vitro. 
Em trabalhos realizados por nosso grupo, envolvendo pacientes com 
sepse grave e choque séptico, observamos menor produção de citocinas 
inflamatórias por células mononucleares (Brunialti et al., 2006) após estímulo 
com LPS. Entretanto, nestes mesmos pacientes, a produção de espécies 
reativas de oxigênio (EROs) estava aumentada em monócitos na condição 
basal e após estimulação com PMA, fMLP, LPS e S. aureus em relação a 
voluntários sadios (Martins et al., 2008). Este achado nos mostrou que os 
monócitos de pacientes sépticos poderiam responder de forma diferente a um 
mesmo estímulo, ou seja, apresentavam regulação negativa para a produção 
de citocinas inflamatórias e positiva para espécies reativas de oxigênio frente 
ao LPS.  
Para verificar se este fenômeno também seria observado em monócitos 
de voluntários sadios condicionados in vitro com LPS foi realizado um ensaio 
para detectar a produção de espécies reativas de oxigênio.  O condicionamento 
com LPS não alterou a produção de espécies reativas de oxigênio em 
monócitos desafiados com P. aeruginosa e LPS. Entretanto, foi observado 
aumento da produção de EROs em monócitos desafiados com S. aureus. 
Assim, demonstramos que monócitos de indivíduos sadios tolerantes ao LPS 
comportam-se de forma semelhante a monócitos de pacientes sépticos.  Uma 
possível explicação para o fenômeno observado nos pacientes com sepse e 
agora, na indução de tolerância ex-vivo, seria a presença de peptídeos 
antimicrobianos produzidos pela célula após durante a sepse ou após 
exposição ao LPS in vitro. Foi demonstrado que peptídeos antimicrobianos 
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inibem a liberação de TNF-α e óxido nítrico induzido pelo LPS, enquanto a pré-
incubação desses com o LPS aumenta o ‘burst’ respiratório (Zughaier et al., 
2005). As espécies reativas de oxigênio induzidas pela endotoxina são 
dependentes de CD14 e de TLR4, todavia o ‘burst’ respiratório induzido pelo 
peptídeo é TLR4 independente. O efeito sinergético entre o peptídeo 
antimicrobiano e o LPS é resultado do efeito direto das enzimas geradoras de 
EROs, principalmente o complexo NADPH oxidase. Peptídeos antimicrobianos 
podem estar presentes no sangue de voluntários sadios após a exposição ao 
LPS e suportariam os dados divergentes entre a produção de citocinas e EROs 
por nós encontrados. 
Deste modo, o fenômeno da tolerância em monócitos humanos 
presentes no sangue periférico é regulado de forma complexa, que pode levar 
a uma resposta diferenciada, onde a produção de citocinas pró-inflamatórias, 
como a IL-6, está diminuída, enquanto a produção de EROs está preservada 
ou até aumentada.  
Uma vez que existem similaridades entre as alterações encontradas nos 
leucócitos de pacientes sépticos e nas células tolerantes ao LPS, fica clara a 
necessidade de novos estudos visando à compreensão deste fenômeno. 
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6. CONCLUSÃO 
 
 
A resposta celular pode ser modulada in vitro pela pré-exposição aos 
diferentes agonistas dos TLRs, sendo a via de sinalização utilizada ou a ordem 
de exposição importante para a indução de tolerância. 
A pré-exposição ao LPS, cuja sinalização é realizada através das vias 
dependente e independente de MyD88, reduz a produção de IL-6 em resposta 
ao desafio com o próprio LPS ou MALP-2. Essa redução não ocorre na pré-
exposição com o MALP-2, agonista de TLR2/6, mostrando que a ordem de 
exposição também interfere na modulação deste fenômeno. O fato da 
produção da IL-6 estar preservada após condicionamento com LPS e desafio 
com o agonista de TLR5 pode ser devido à utilização de um receptor da família 
do tipo NOD no reconhecimento e desencadeamento da resposta imune pela 
flagelina. As bactérias, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, 
apesar de apresentarem diversos mecanismos de ativação celular têm sua 
resposta diminuída após a pré-exposição ao LPS.  Talvez o cross-talk entre a 
sinalização desencadeada pelo TLR4 e os outros TLRs seja o fator 
responsável pela diminuição da citocina.  
A produção de EROs está preservada ou aumentada após 
condicionamento com LPS e desafio com LPS, P. aeruginosa e S. aureus. 
Essa discrepância com a inibição de produção de citocinas, pode ser explicada 
pela não inibição das enzimas geradoras de EROs, em especial o complexo 
NADPH oxidase, pela pré-exposição com o LPS ou pela presença de 
mediadores que teriam o efeito de inibir a produção de citocinas e não de 
EROS, como demonstrado para os peptídeos antimicrobianos. 
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 Concluímos que o fenômeno da tolerância em monócitos humanos 
presentes no sangue periférico é regulado de forma complexa, que pode levar 
a uma resposta diferenciada, onde a produção de citocinas pró-inflamatórias 
está diminuída, enquanto a produção de EROs está preservada ou até 
aumentada. 
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7. ANEXOS 
 
Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 ESTUDO DA TOLERÂNCIA AO LPS EM MONÓCITOS E NEUTRÓFILOS DO 
SANGUE PERIFÉRICO 
 
Pesquisadores responsáveis: 
Maria da Luz Fernandes 
Reinaldo Salomão 
 
 Sepse é uma doença conhecida como infecção generalizada causada 
por microorganismos (bactérias, fungos, vírus), e pode levar o paciente à morte 
em até 60% dos casos, o que mostra a importância de entendermos melhor os 
mecanismos que podem causá-la. 
 Existem várias células do corpo humano (por exemplo: monócitos, 
neutrófilos) participando no processo de defesa frente a esses 
microorganismos invasores, dentre estes microorganismos destacam-se as 
bactérias Gram-negativas que apresentam em sua membrana externa o LPS, 
cujo efeito fisiopatológico assemelha-se com as manifestações clínicas da 
sepse.  
 Basicamente, os objetivos desse estudo são: 
1- Avaliar a indução da resposta inflamatória nas subpopulações 
leucocitárias em sangue total após exposição ao LPS in vitro. 
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2- Estudar o fenômeno da tolerância em células do sangue periférico pré-
expostas in vitro ao LPS, através da modulação da produção de 
citocinas, de espécies reativas de oxigênio e da expressão de 
receptores de superfície em monócitos e neutrófilos. 
COLETA DE SANGUE: será coletada amostra de 10 mL de sangue em tubo 
contendo heparina sódica de voluntários sadios recrutados via comunicação 
pessoal e a coleta do material será feita no Laboratório de Virologia e 
Imunologia 1 - DIPA. 
RISCOS: os riscos são mínimos e o único procedimento que pode acarretar 
algum desconforto ao participante é a coleta do sangue. A coleta é feita através 
de uma agulha que penetra em uma veia do braço. O desconforto pode ser 
pela dor local da picada e, raramente, pela formação de pequeno hematoma. A 
coleta será realizada por profissionais experientes. 
POTENCIAIS BENEFÍCIOS NA PARTICIPAÇÃO DESTE ESTUDO: Não há 
benefício direto para o participante desse estudo. Porém, os resultados desses 
exames poderão ajudar a compreender os mecanismos que causam a 
infecção, podendo assim abrir caminho para novos estudos sobre essa doença, 
como o organismo humano se defende e por vezes orientar o tratamento. 
CONFIDENCIALIDADE: Todas as informações colhidas e os resultados dos 
testes serão analisados em caráter estritamente científico, mantendo-se a 
confidencialidade do voluntário a todo o momento. 
 Em qualquer etapa do estudo você terá acesso aos profissionais 
responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas: Maria 
da Luz Fernandes que pode ser encontrada no Laboratório de Virologia e 
Imunologia I, sito à Rua Pedro de Toledo, 781 - 150 andar, pelo telefone 5081-
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5394. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, 
entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Botucatu, 
572 - 1º andar cj 14. Fone: 5571-1062 – Fone/Fax: 5539-7162. 
Após assinar o consentimento, você terá total liberdade de retirá-lo a 
qualquer momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar. 
 Não há qualquer ônus financeiro para o voluntário que participar do 
estudo. Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação. 
 Os dados e o material coletado somente serão utilizados para esta 
pesquisa. 
 Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações 
que li, descrevendo o “ESTUDO DA TOLERÂNCIA AO LPS EM MONÓCITOS 
E NEUTRÓFILOS DO SANGUE PERIFÉRICO”. 
  Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os 
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.  
Concordo voluntariamente em participar deste estudo. 
 
 
_________________________________  data ___/___/___ 
                  Voluntário 
 
 
_________________________________  data ___/___/___ 
                  Pesquisador Principal 
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Anexo 2 – Aprovação do Comitê de ética em pesquisa 
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9. ABSTRACT 
 
Tolerance to lipopolyssacharide (LPS) occurs when animals or cells exposed to 
LPS become hyporesponsive to a subsequent challenge of LPS. This mechanism 
is believed to be involved in the down-regulation of cellular responses observed in 
patients with severe sepsis and septic shock. The aim of this investigation was to 
evaluate the induction of tolerance in monocytes of healthy volunteers, in whole 
blood, after LPS-exposition in vitro, assessed by intracellular cytokine detection 
and reactive oxygen species (ROS) generation. Material and Methods: Peripheral 
blood cells were conditioned with small doses of LPS for 18h and challenged with 
different agonists of Toll like receptors (Macrophage-activating lipopeptide-2 
(MALP-2), Flagellin and LPS) and whole gram-negative (Pseudomonas 
aeruginosa) and gram-positive (Staphylococcus aureus) killed bacteria or 
conditioned with small doses of MALP-2 for 18h and challenged with MALP-2 or 
LPS. For detection of intracellular interleukin-6 (IL-6) samples of whole blood were 
stimulated for 6h. Monocytes were identified by forward scatter and side scatter 
parameters and CD14 positive staining.   The samples were stained to verify the 
intracellular production of IL-6 on monocytes by flow cytometry. For induction of 
ROS, whole blood was stimulated for 30 minutes with LPS, P. aeruginosa and S. 
aureus. ROS production was measured by flow cytometry, using 2’,7’-
dichlorfluorescein-diacetate  detection. Results: The conditioning with increasing 
doses of LPS resulted in lower intracellular detection of IL-6 in monocytes after the 
challenge with LPS. Similar effect was observed with MALP-2, P. aeruginosa, and 
S. aureus, but not with Flagellin. The conditioning with MALP-2 and challenge with 
MALP-2 or LPS did not result in lower intracellular detection of IL-6 in monocytes. 
LPS conditioning with 15ng/mL of LPS, on the other hand, resulted in preserved or 
increased production of ROS in monocytes after challenge with LPS, P. aeruginosa 
and S. aureus. Conclusion: The phenomenon of tolerance involves a complex 
regulation, in which the production of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 is 
diminished, whereas the production of ROS is preserved or even increased. 
 
